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چکیده 


در بین حبوبات. نخود از جایگاه ویژه‌ای برخوردار است و از جمله عوامل محدودکننده عملکرد آن» می‌توان به 
برق‌زدگی نخود اشاره کرد. استفاده از پروتئین‌های مرتبط با بیماریزایی یکی از راهکارهای مقابله گیاهان با عوامل بیماریزا 
به‌شمار می‌رود. یکی از ژن‌های کدکننده اين نوع پروتئین‌هاء ژن کدکننده ۳1-10 است. این پژوهش با هدف ردیابی 


ژن ۳-10 در زنوم گیاه نخود انجام شد. بدین منظور ۸ دی ژنومی شش زنوتیپ نخود با مقاومت متفاوت نسبت به 


بیماری شامل دو رقم مقاوم 100142 و 1۳۳528 دو رقم متحمل ۷060150 و ۷10020 و دو رقم حساس 


7 و 1۷۲0506 به روش ۸۳ 1/) استخراج گردید. با استفاده از آغازگرهای ۳۹۲۲-91 و ۷1 واکنش ۳0۶ طی 
دو مرحله انجام شد. مرحله اول با استفاده از ی ژنومی نخود ۴ با آغازگر ۳۴۹۲91 ۴ مرحله دوم با استفاده از 
محصولات مرحله اول و آغازگر !۷1 انجام شد. سپس تخلیص باندها ب‌وسیله کیت صورت گرفت و جهت توالی‌یابی ارسال 
شد. حضور تک‌باند ۱۳۵۰جفت بازی در مرحله اول و حضور تک‌باند ۱۲۸۹بازی در مرحله دوم بیانگر حضور ژن10->۳ در 
ژنوم نخود می باشد. نتایج این آزمون حاکی از عدم تفاوت در توالی‌های ژن کدکننده پروتئین 71-10 در ارقام نخود با 
سطوح مقاومتی متفاوت بود. با توجه به نتایج به‌دست‌آمده. می‌توان نتیجه گرفت که تفاوت در واکنش ارقام نسبت به 


واژه‌های کلیدی: نخود. (م1 0۳611700170 66۲ . پروتئین های مرتبط با بیماری زایی» برق‌زدگی» ۳16-10 


مقدمه 

ایران از نظر سطح زیرکشت نخود در جهان پس از 
هفتم قرار دارد ( 2014 ,۳۸۵60). به گزارش فائو. ۱۲درصد کل 
حبویات تولیدشده در جهان مربوط به نخود بوده و این گیاه 
پس از نخودفرنگی 9 لوبیا در رتبه سوم قرار دارد ۱ ۷2027۷ 
35 ,.01). سطح زیرکشت نخود کشور حدود ۲۸ ۵هزارهکتار 
برآورد شده که معادل ۶درصد از ان محصولات زراعی 9 
میزان تولید نخود در کشور حدود 4۹هزارتن بحرآ زد شده 
است که معادل ۰/۳۶درصد از میزان تولید محصولات زراعی و 
۷ درصد از کل میزان تولید حبوبات می‌باشد ( 6 ۸0۵01 
6 ر.01) .یکی از مهم‌ترین عوامل محدود کننده عملکرد 
نخود. بیماری‌های قارچی می‌باشد. بیماری برق‌زدگی یکی از 
بیماری‌های مهم نخود در سراسر جهان از جمله غرب کانادا. 


*نویسنده مسئول: 1010.26.17 0۵]. 1.2۵107 


۳ 


شمال آفریقا؛ شمال آمریکاء استرالی؛ اسیای مرکزی و 
خاورمیانه محسوب می‌شود که توسط ۲۵6۱ ۸96061۵ 
ایجاد می‌شود ( 2 1۵10 > 2003 ,.اه 6 تدلنطاوم0۱ظ۳ 
3 ,.. بروز و شیوع این بیماری به آب و هوا بستگی 
دارد. در برخی از سال‌هاء شرایط آب و هوای سرد و مرطوب. 
توسعه این بیماری را افزايش داده و اغلب موجب ازدست‌رفتن 
۰ درصد عملکرد محصول می‌شود (2003 .4 ۶ 1002). 
در ایران پراکنش بیماری در شمال‌غرب. غرب. جنوب‌غربی و 
مرکز کشور گزارش شده است و در گلستان. کرمانشاه» ایلام. 
لرستان و فارس خسارات زیادی دربرداشته است ( 6۶ 0۳121 
2012 ,.61 2009 ,.۵1 6 تط000112). نخود پاسخ‌های 
فعال و غیرفعال برای مقابله با این بیماری دارد. سازوکارهای 
ققاعی عیرفا ایا اساه مالغ تیا ری سای باه 
گر کاهاین ها اف که آشخاه انورفلایی سدقا را مت کننق, 
سیستم‌های دفاعی فعال در گیاه. ممکن است ژن‌های مقاومت 
را به‌کار بگیرند. این بیماری می‌تواند با قارچ کش‌های مختلفی 
کنترل شود اما با توجه به نگرانی‌های زیست‌محیطی قارچ کش 
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پاتوزن‌ها 9 استفاده از عوامل زنده و9 غیرزنده برای ایجاد 
مقاومت هستند. مهم ترین سازو کار کنترل بیماری استفاده از 
ارقام مقاوم است ( ,.1 6 60 6 2011 ,.]۵ 61 022۵17 
6 )». مقاومت ژنتیکی نخود در برابر این بیماری به‌دلیل 
سطح بالایی از تنوع در خزانه ژنی میزبان» پیچیدگی اساس 
مولکولی.011)ها و متغیربودن جمعیت پاتوژن با ظهور مداوم 
پاتوتایپ‌های جدید یک چالش است. افزایش فهم بشر از 
تعاملات بین گیاه_-بیمارگر ژن‌های دخیل در مقاومت 9 
مقاومت پیش روی محققان قرار دهد ( و6 ۶ تحرم‌طو۳۱۵۸ 
3 زن‌های کدکننده پروتئین‌های مرتبط با بیماریزایی که 
در بافت‌های گیاهان در تنش‌های مختلف تجمع می‌یابند. 
از جمله برجسته‌ترین ژن‌ها هستند که محققان سعی کرده‌اند با 
افزايش بیان این ژن‌ها در گیاهان مختلف مقاومت آنها را به 
بیمارگرها بهبود بخشند (2013 ,.۵1 1 12906001 یکی از 
وا کنش‌های دفاعی القاشونده گروهی از پروتئین‌ها انست که 
نحت عنوان پروتئین‌های مرتبط با بیماریزایی (۲) نامیده می 
شوند. پروتئین‌های مرتبط با بیماریزایی (؟۳1) گروه متنوعی از 
پروتئین‌ها از جمله گلوکانازهاء سیتینازهاء اندوپروتئینازهاء 
پراکسیدازهاء مهارکننده‌های پروتثاز و همچنین پروتئین 
کوچک مانند اسموتین (091001185)). تیونین‌ها (100105). 
دفنسین‌ها (1(616175186) و پروتئین‌های انتقال چربی ( 1,010 
عطل۳:0]6 1۳2051617]) می‌باشند. (2012 ,اه 61 210. 
تاکنون هفده > پروتفین شناسایی شده است ۱ و6 7 1۷[ 
:064 2017 .6 6۶ ۷]0052). 

پروتئین ۳-10 دررگیاهان مختلفی شناسایی شده آ شتا 
مثلا در گیاه نخودفرنگی بر روی رشد و جوانه‌زنی تأثیر گذاشته 
و موجب فعال‌شدن هورمون سیتوکینین می‌شود ٩11۷2512۷72(‏ 
6 .۸ 67). در گیاه فلفل (صصتاههع02 صناملو۵هن)) در 
برابر قارچ 0610101 071610171617 که مولد بیماری 
سیاه‌تاول(۸۵072017096) است. ایجاد مقاومت می‌کند 
(2012 ,.۵1 ۶۶ 0۳06۲). ۳-10 در گیاه برنج پس از آلودگی 
با 8۳/560 11۵۵0۳۱6 القاء می‌شود ( ,.۵1 61 ۱۷۵066 
1 گیاهان توتون و تنباکو تراریخته با تظاهرات بالای 
ژن۸۳۹1۳1-10 افزايش تحمل به شوری. فلزات سنگین و 
تنش خشکی. محتوای کلروفیل و اندازه جوانه‌زنی نشان داده 
است (2012 ,.۵1 0 21061).در کشت کالوس بادام‌زمینیء در 
۳۲-0 جدا شده است (2012 .7 2 218). تنظیم بیان 


۳۷ 


71-0 در طی عفونت به ویروس ۷6۱۱0۷ 6۵۲0110 ]۳66 
۱/۵ ۱ ۱ (۷۷۷[() در چغندر ‏ 86711۳01711014 
0 ایجاد می‌شود (2014 ,.۵1 2 ۷۷۷). پروتئین 
5-0 رشد و سازگاری با محیط‌زیست را تنظیم می‌کند و به 
طور گسترده در دانه گیاهان توزیع شده است. بر اساس 
شباهت در توالی اسیدآمینه آن. جایگاه زیرسلولی و عملکرد 
احتمالی. خانواده ۳1-10 شامل دو گروه مشخص است: 
پروتئین مرتبط بابیماریزایی داخل سلولی (1۳1) 
و ۳۵/۵665 .۰ 020۲0001201186-() رف)[). گ_روه 1۳1 
شامل ناحیه (ژن رمزگردان) ]0 متشکل از ۴۵۶ تا 
۹ کلو یدهم اد که پل ی ۱۵۱۰۱۶۲ آمتوآشنای 
با وزن مولکولی ۱۵-۱۸ کیلودالتون را کد می‌کند. اعضای 
گروه5)( شامل 017 طولانی‌تری با ۶۹۶-۶۳۳نوکلتوتید با 
وزن مولکولی حدود ۲۶ کیلو دالتون می‌باشد ( ,.آه ۶ نا[ 
6 برخی از ۳-10 الگوهای بیان ساختاری غیرمرتبط 
با پاسخ به پاتوژن‌ها را نشان می‌دهند. تجمع ساختار ۳15-10 
کر یله فا یامه آنیام ک نایم اشیخ 
(2006 ».۵ 6 تال). پروتئین ۳-10 دارای عملکردهای 
مختلفی می‌باشند. شواهد مستقیمی از فعالیت ضدمیکروبی که 
توسط ۳-10 القاء می‌شود. در آزمایشگاه‌های میکروبی 
شتاخعه شته استرقانتای اتضال لرگاته‌ها تیت دن آشها 
مشاهده شده است. همجنین دارای فعالیت آنزیمی در 
متابولیسم انویه گیاهان می‌باشد و در تتش‌های غیرزنده نیز 
ایفای نقفش می‌کنند (2006 ,. 6 ا[). القای بیان 
ژن۲1-10 گاهی در پاسخ به حمله عوامل بیماریزا به‌طور 
گسترده در تعدادی از گونه‌های گیاهی مورد بررسی فرار گرفته 
است. مقاومت به سرماء به عنوان یک عامل مهم زیست 
محیطیی بیان ۳-10 را تحت تأثیر قرار می‌دهد ( ,.۵1 6۶ داذ1 
6 پروتئین ۲1۶-10 به‌طور وسیعی در همه خانواده‌های 
گیاهی یافت شده و در همه آن‌ها تقریباً اندازه و ساختار دوم 
وف ی کات سا یآ شارب استفادن 
هنک شک کی ۱۱۱۱ مامتها 
وجود اطلاعات زیاد در مورد ساختار ۳1-10 اطلاعات در 
مورد عملکرد آن محدود است. پروتکین ۳-10 تسبتاً کوچک 
و حدود ۱۶۰اسیدآمینه می‌باشد و از سه مارپیچ و هفت رشته 
تامو مزا گیل رف ات بای اس سا عررنی سره 
بزرگ ابگریز را تشکیل می‌دهند که به احتمال زیاد کلید 
ارتباطات عملکردی آن باشد (2013 ,5ع۳6102006). این ژن 
حول اشنی کین قطم له توسظ اتروی با ۳۵۵ خیش 
باز و ناحیه15۳) با ۴۸-۴۶۵ جفت باز تشکیل شده است. 
منطقه متغیر در این ژن بیشتر در ناحیه) ترمینال آن واقع 
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شده است. توالی این پروتئین در تعدادی از گیاهان شناسایی 
شده است (2013 .]۵ 6 فعصفصهنل. .۶ 50۱00 
(2003 ,7 با مطالعه ۴٩جدایه‏ از استان‌های مختلف ایران 
توانستند شش سطح مقاومتی در ارقام افتراقی تعیین نمایند و 
بر اساس قدرت بیماربزایی لازم جهت شکستن این سطوح 
شش گروه پاتوتیبی را گزارش کردند. در مطالعه دیگری نیز 
تنوع ژنتیکی جدایه‌های ایران با استفاده از نشانگرهای 
مولکولی(171 1۸ بررسی گردید و ۲۲گروه ژنوتیپی شناسایی 
شد. همچنین در مطالعه دیگری از همین پژوهش‌گران 
(2006 .اه 61 2۲]/ط۳0100٩)‏ که در شرایط آزمایشگاه و 
مزرعه صورت گرفت. واکنش ۴۲۰توده بومی و ۷٩دودمان‏ رقم 
خارجی نخود مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل نشان داد 
که زنوتی پ‌های 1۷۲0496 ۷۲0133 ۷۲0/311 
9 ۷0525 و ۷0142 از تیپ کابلی و 
ژنوتیپ‌های ۷۲0/54 و ۷۲0/523 از تیپ دسی در برابر 
شش پانوتیپ از بیماری برق‌زهکی مقاومت بالایی نشنان داد 
بهب ود مقاومت میزبان به عنوان مهم‌ترین» کاراترین؛ 
سازگارترین با محیطزیست و نسبتاً اقتصادی‌ترین راهکار برای 
مدیریت و مقابله با هر بیماری است (2015 ,.۵ 1 ). 
بنابراین استفاده از ارقام مقاوم جهت دستیابی به عملکرد بالا 
اهمیت اساسی دارد (2012 .۸ 21 ۳129527). اما به‌دلیل 
ظهور مداوم پاتوتایپ‌های جدید قارچ ۲۵۵ .۸4 تولید 
ژنوتیپ‌های مقاوم با چالش بزرگی مواجه است ( 6 ۳۵7۵ 
6 0009)). جداسازی و توالی‌یابی پیشبر فعال‌شونده 
توسط بیمارگر ۸۹600۳]۵ که باعث القاء بیان ژن بروتئین 
مرتبط با بیماربزایی (۲1-10) در نخود می‌شود. توسط 
(2017) ,41 2 2560 انجام شده است. 

با توجه به اهمیت مقاومت به برق‌زدگی در نخود و 
شناسایی ژن مرتبط با پروتئین‌های مرتبط با بیماربزایی (۳1) 
در گیاهان مختلف در این تحقیق ردیابی» توالی‌یابی و 
جداسازی ژن۳1۱0 در ارقام مقاوم و حساس به برق‌زدگی 
نخود انجام شده است. 


مواد و روش‌ها 
کشت و آماده‌سازی مواد گیاهی 

دراسن انم انش اقفر فوشیت سین 00506 
7 دو زنوتیسپ مقاوم (06142( و 0۷00528 و 


۳۸ 


دو #نوتیپ متحمل (1160620 و ۷166150 ) نخود در برابر 
بیماری برق‌زدگی استفاده شد. بذرها از بانک بذر پژوهشکده 
علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد تهیه گردید. بذرها قبل از 
کشت بااستفاده از هیپو کلریت سدیم ۲درصد به مدت 
۵دقیقه ضدعفونی سطحی شده و پس از شستشو با آب‌مقطر 
جهت جوانه‌زنی به پتری‌دیش‌های استریل حاوی کمی آب 
مقطر استریل انتقال داده شدند. سپس بذور جوانه‌زده. در 
گلدان‌هایی با قطر ۰ "سانتی‌متر باسه ترکیب پرلیست. 
کوکوپیت. ورمی کمپوست بانسبت ۱:۲:۱ در عمق 
۵سانتی‌متری کاشته حاوی خاک شدند. آبیاری گلدان‌ها در 
دو هفته اول به‌صورت دوبار در هفته انجام گرفت و سپس به 
سهبار در هفته افزايش پیداکرد. هر ۱۴روز آبیاری به صورت 
محلول آبیاری به اندازه ۱۵گرم کود کامل ۳16 ۲۰:۳۰:۲۰ 
در ۰الیتر آب انجام شد. 


نمونه گیری و استخراج ۱۱۱۷۲ 

یک ماه بعد از کاشت. نمونه‌های برگی از گیاهان تهیه و 
استخراج 12۸ به روش طمن (1997 ,اه ۶ ۴۳۳09۵51 از 
ژنومی مقدار چهار میکرولیتر از ۱۱۱۲ استخراج‌شده بر روی 
ژل آگارز یک‌درصد بارگذاری شد. پس از الکتروفورز در ولتاژ 
۰ولت. به مدت ۴۵دقیقه کیفیت 1۸ به کمک اشعه ۲7۷ 
باندهای 120۸ براساس غلظت باند مارکر بر روی ژل آگارز یک 


درصد انجام شد. 


طراحی آغازگر برای ردیابی و تکثیر توالی کامل ژن ۳1۵10 

آغازگرهای اختصاصی بر اساس توالی ژنومی نخود به 
شماره بازیابی 101000000 ]۳ و با کمک توالی ۳ 
12581 با استفاده از نرم‌افزار 0۳60016۶ ۳۳1106۲ شرکت 
1 010 ۳6۳016۲ طراحی شد (جدول ۱). 


توالی ژن 1810 و محل آغازگرها جهت ردیابی ژن ۳10 

شکل ۰۱ نمای شماتیک ژن 71610 در سطح نوکلئوتیدی و 
محل اتصال آغازگرها ر نشان می‌دهد. این زن در گیاه نخود 
روی کروموزوم شماره۱ قرار دارد. انتظار می‌رود باندهای با 
اندازه ۱۳۵۶۲ با آغازگر ۳۹۲91 و ۱۲۸۹۲ با آغازگر ۷۲ 
مشاهده شود. 
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جدول ۱- آغازگرهای مورد استفاده برای ردیابی و تکثیر توالی کامل ژن ۳1110 
عم ۳۱۸۱۵ ۵۲ 60۵۵۵۵ ۷۱۵۵۱۵ ۵ صمتاهتگنامرصه مه ممتاعع0 6۵ کمن ۲۳۱2۵۱۵0۲۵۵0 ب1 ما10 


1 تعداد نو کلئوتید توالی آغازگر نوع آغازگر 
۱ ۵ ۳۲11۳۸6۵۲ ۲6 ۳۲۱۱۳۱۵۳ 
21 24 3 0 0 ظ ۳91۳( 
٩ 3 217 619‏ 4 
٩ 0 3 16 40.5‏ ۳( 
٩ ۵000٩ 16 438‏ ۴( 


051۱91-7 


1356 ۳ 


1289 


1350۳0 


شکل۱- نمای شماتیک ژن ۳۲-10 و ناحیه اتصال آغازگرهای ۳۹۲۲-91 و 1۷۲۷ به ژن ۳۲-10 
عصعمع ها عمصصتم ۱۷۲۸ 200 ۳۹۲۱۰۵1 0۲ صمنمع ممتاعصصی 200 عصمع ۳۱۸-10 ۵۴ ۷۱۵۲۷۲ 16امصصعمج)و ب1 و۲ 


واکنش زنجیره‌ای پلیمراز (۳018) 

محتویات واکنش شامل ۰ه۵نانوگرم 12۸ ژنومی ارقام 
مقاوم و حساس نخود در حجم کل ۰ ۲میکرولیتر حاوی ۲میلی 
مولار ۷202 ۲۰۰میکرومول۳۲5 ]0۳ ( طاامز ,متظاءلنعن0) 
2 آامیکرولیتر بافر 102 0۶ ( طاباهه ,متظاء‌آرعن) 
32 ۵پیکوم ول از آغازگرهای رفت و برگشت -۴091 
۴ و [/]-۷1 (سنتزشده توسط 5010 ,.0) 10(66۵۲) 
2 ویک واحد آنزیم تگ‌پلیمراز ( 1۲۳۸ 120 
٩0۱7] ۵‏ ,10ظ06(6)۳) ,001۷۳۵۵۲۵56۵) تهیه شد. 

برنامه دمایی واکنش در مرحله واسرشت اولیه به مدت 
۵دقیقه در دمای ۴٩درجه‏ سانتی‌گراد و ۲۵سیکل در ۲٩درجه‏ 
سانتی‌گراد به مدت ۴۳ثانیه. مرحله اتصال به مدت ۴۵نانیه و 
در دمای ۶۲درجه‌سانتی گراد. مرحله تکثیر در ۷۲درجه 
سانتی گراد به مدت یک دقیقه و در نهایت ۷۲درجه سانتی‌گراد 
به مدت هدقیقه توسط دستگاه ترموسایکلر انجام شد. 
محصولات ؟ بر روی ژل آگارز ادرصد در ولتاژ ثابت 
۰ولت به مدت یک ساعت الکتروفورز گردید. از غلظت 12 
بافر ٩13‏ در تهیه ژل و بافر تانک الکتروفورز استفاده شد. 


تخلیص باند محصولات ۳1 از روی ژل و توالی‌یابی 
اسستخر اج ژن ردیابی‌شده بااستفاده از کسحت 
۲ 61201108 [6) ساخت شرکت دنازیست و مطابق 


۳۹ 


دستورالعمل مربوطه انجام گردید و سپس جهت توالی‌یابی. 
سازه‌های ژنی ۳15-10 به همراه آغازگرها جهت توالی‌یابی 
اسان کردیه تایه اس از توالن بان با اسفاده از کرماک ار 
مورد بررسی قرار گرفت. 


جوانه‌زنی گیاهان تقریباً ب‌صورت همزمان صورت گرفت. 
شاخه‌زایی گیاهان مقاوم و متحمل بیشتر از ارقام حساس بود و 
رقم‌های مقاوم 9 متحمل دارای بذر فراوان‌تر بوده و زودتر از 
ارقام حساس به گل رفته و تولید بذر کردند. 


کمیت و کیفیت 1۳۸ استخراج‌شده 

دسترسی به 1۸ با کیفیت و کمیت مناسب پیش‌نیاز 
وه بورسی‌های یکی مولکونی من باشته: علطتا و کیقیت 
پایین 1۸ اعتبار داده‌های حاصله را تحت تأثیر قرار داده و 
تکرارپذیری آن را کاهش می‌دهد. الگوی الکتروفورزی 17۸۵ 
استخراج‌شده از ارقام مقاوم. متحمل و حساس نخود. در 
شکل 1۸ نشان داده شده است. پس از استخراج نمونه‌هابه 
منظور انجام واکنش )۳ نمونه‌ها در غلظت تقریبسی 
تنگم در گرولیش مره 
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شکل ۲- ۸: 10۸ استخراج‌شده از ارقام 1۷۲60142 1۷۲00528 100150 ۱۷۲020 3100506 و ۷۲6/507 نخود روی ژل الکتروفورز؛ 


8 10*۸ هم غلظت‌شده این رقم‌ها روی ژل الکتروفورز 
7 20:0 ۱۷۲/506 ,۱۷۲/20 ۱۷۲/150 و28 ۱۷۲5 ,۱۷۲00142 0۴ او تاه م6مامنصل رم ۱۱۵۵ ۳۲۵۰۵2۵0 ۸۰ 2۰ ۲1۵ 
لمع وامممصنمعاه ۵ وتات ععمط) ما ۱۸۸ ۵ ممت)هصمصم اهتا و۲ ظ لمع عاممدمصامممعاه م۵ 


به‌دلیل اختصاصی‌بودن آغازگر در دامنه دمایی مختلف 
باند مشاهده شد. ولی بهترین باند در دمای ۶۰ و ۶۲درجه 
سانتی گراد حاصل گردید. نتایج این قسمت در هر چاهک نشان 
داد که آغازگرهای طراحی‌شده براساس توالی ژن ۳-10 
توانسته‌اند منطقه‌ای با اندازه مورد انتظار را تکثیر نمایند. 


تکثیر قطعه هدف از ارقام مختلف و ارائه الگوی حضور باند هدف 

پس از انجام واکنش ۳۶ جهت مشاهده نتیجه 
محصولات )۳ را روی ژل یک‌درصد برده و ارقام مختلف 
مقایسه شدند. با توجه به آنجه گفته شد. اولین مرحله ۳0۴ با 
آغازگر ۳۹۲-91 انجام شد که حاصل آن مشاهده باند با اندازه 
مورد انتظار یعنی ۱۳۵۰۳00 در تمام نمونه‌ها به‌چز نمونه 

در مرحله دوم با استفاده ازمحصولات واکنش قبلی 
(به‌عنوان الگو) با آغازگر ۷1۷ انجام شد. فقط در نمونه۷10620 
جهت ۱۱۱۹ الگو از خود ۱۱۰۹ استخراج‌شده از گیاه استفاده 
شد و9 از محصول واکنش ۱04 استفاده نشد. در واقع تفاوتی 
بین این که از محصول ۳۶4 برای واکنش دوم استفاده شود با 
از 1-3۸ اصلی استخراج‌شده از گیاه» وجود ندارد. 

با توجه به حضور ژن در ارقام مقاوم. حساس و متحمل 
این فرضیه مطرح شد که شاید تنوع در توالی این ژن در ارقام 
با سطوح مقاومتی مختلف مشاهده گردد. 


توالیبابی ژن ۳1-10 در ارقام مقاوم. متحمل و حساس 

در این مطالعه حضور ژن10-(۳۲ به عنوان عامل مقاومت 
به بیماری برق‌زدگی در ارقام مقاوم. متحمل و حساس مورد 
بررسی قرار گرفت. سپس قطعه ژن ۳1-10 در کلیه ارقام بالا با 
واکنش ۳0 تکثیر شد. به منظور تأیید نهایی توالی‌یابی 
دوجهته صورت گرفت که نتایج توالی‌یابی حضور ژن۳-10 را 
در کلیه نمونه‌های بالا مورد تأبید قرار داد. هدف مهم بعدی 
بررسی جهش‌های احتمالی موجود در این ارقام بود. جهش‌ها 
در دو سطح نوکلئوتیدی و بیان پروتئین قابل بررسی می‌باشد. 
نتایج توالی‌یابی با استفاده از نرم‌افزار 601۷120 بررسی شد. 
توالی‌بابی نمونه‌ها و مقایسه خوانش‌های رفت و برگشت حاصل 
از تولی‌یبی برای هر نمونه انجام شد. نتایج توالی‌بابی ارقام 
مختلف مقاوم و حساس در شکل‌های ۵ تا ٩‏ نشان داده شده 
است. 

با توجه به تفاوت‌های حاصل بین توالی رفت و برگشت هر 
نمونه توالی نهایی به‌دست آمد که ظاهرا تعدادی جهش را نشان 
می‌داد. جهت بررسی تفاوت‌های مشاهده‌شده و اطمینان از 
صحت وجود جهش در توالی‌هاء آن‌ها با توالی رفرنس مقایسه 
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۲ 0۱۸ ۵ ۱ "عنم ۱ 


۱0680600۵۲ 1 ۵ 0۸۵ 
۱ ۲6۵۷-۱0-0 


1350 سس 


800491 ۸0۵۱66۵ 60 کا ۲۳۳/۷۷۱۵۲۳ 135 


0 90 اون 105 
۱۷۶۱۷۹( 


05 


شکل ۳- تولید قطعه ۱۳۵۰جفت بازی ۸( به‌وسیله تکثیر ۳ با استفاده از آغازگر ۳۹۲۲-91 در همه رقم‌ها. نشان‌دهنده 
وجود ژن ۳1۸-10 در ژنوم همه آن‌ها است. 


کرو نا اه بعصصرص ۳5۳۱۰۵1 مصنعت ممناهزاتام‌صه ۳ وه غصمصمو 1۱۸۵ وه 1350 ۵۶ ۳۳۵00۵ .3 بع۲1 
۰ ۱61۳) ۱ معع ۳۱۸-1۱۵ ۵۴ معصهمافنه ۲0 1۳00162060 


ی ۳ ۳ 9 90 زو ‌ 
و تن ۸ ا8 0 
۵ 3ج 
لا ۵ لا لا 3 
2 ۳2 ۳2 ۳ 2 
۸ ۵ 66000۵۲ 
0۸۵ ۵ 0۵۵ 
۱۰۵۳۶ 000] 
۱۲۱05۱0 


0 1289 سس 


(اودحط ججموش مق 16 ۲۵0۸۷/۱۵۷ 19 


۸ 860 اور ۵05 
11867۷۷ 


شکل ۴- تولید قطعه ۱۲۸۹ جفت بازی ۸( به‌وسیله تکثیر ۳61۴ با استفاده از آغازگر ۷1۲ در همه رقم‌ها نشان 
دهنده وجود ژن ۳1۴-10 در ژنوم همه آن‌ها است. 


کو نا اه ص مصصن ۱۷۲۵ عصنمی میاه ۳۵ وه اصمجصمه] ۱۸۸۷۸ ۵ 1289 0۶ ۳۲۵0۵۵1۵۵ 4۰ ۲12۰ 
۰ ۲۱61۳ طز مصعع ۳۱۸-10 ۵ ععصعاعتی ۲0 1۳0162060 


۳۱ 
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و » 1095 <- 1087 :361666108 9 
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شکل ۵- توالی‌بابی دوطرفه رفت و برگشت ژن ۳1۵-10 از واریته1160142 (مقاوم به برق‌زدگی) 
۲ ۱۷۲1۱42 ۰۵0۱ 00۳1۷۵0 م۵ع ۳1۸-10 ۵۶ مصت‌ممنمعز ۲۵۲۵۳۵۵ 2۳00 ۲۵0۲۱۷۲۹۵۲۰۵ 5۰ بع۲1 
(اطاعتا ۸۵۵۵0۲)۵ 0 عصهاعلمعع) 


1.210 


100 100 1040 1030 ۳ بر 207 990 
یلایر 7۳0 ۲0۳ تسایند ور ول سس رد لا رن رز 


۸ 1 6 ۸ 1 2 1 6 ۸ 1 ۸ 6 ۸ 1 1 ۸ 1 ۸ 2 ۸ 6 2 ۸ 1 ۸ 1 ۸ 1 1 1 ۸ 6 2 ۸ 6 ۸ ۵ 1 ۸ 1 1 1 ۸ 8 
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شکل ۶- توالی‌بابی دوطرفه رفت و بر گشت ژن ۳18-10 از واربته ۷16528 (مقاوم به برق‌زدگی) 


۲ ۱۷۲0528 0 001۷۵۵ مصهع ۳۱۸۰10 ۵۴ عص‌ممنوعز ۲۵۲۷۵۵۵ 2۳00 ۲0۵۲۱۲۵۲۵ 60۰ ۲۱۵۰ 
(اطاعتا )۸۵600۲ 0 عصهاعلمعع) 


1000 1010 092 1030 1040 1050 100 1010 


7 1 1 1 1 1 1 61 61 61 111۸۸1 و6008 ۵ ء۲مذممهت1 ( 
(17<1213) 150_۳895۰831 


شکل ۷- توالی‌بابی دوطرفه رفت و برگشت ژن ۳-10 از واربته۷])150 (متحمل به برق‌زدگی) 
۲ ۱۷۲۵۵150 رم 0۵۱۲۵0 مرمع ۳۱۸۰۱0 ۵۶ مصصمنمعز ۲6۲۷۵۵۵ 2۳00 ۲0۵۲۳۲۲۵۲۵ 7۰ ۲۱۵۰ 
(ظعنا0 )0و۸ 60 غصههاه)) 


9 561666108: 109 -< 109 ۶ 1 161 


تا ال( 


۷ 


۳53 17 


شکل ۸- توالی‌یابی دوطرفه رفت و برگشت ژن ۳-10 از واربته ۷10620 (متحمل به برق‌زدگی) 
۲ ۱۷۲020 ۰0 00۲۵۵0 مصمع ۳۱۸۰10 ۵ مومع ۳۵۷۲۵۲۵۵ 2۳00 ۲0۲۳۱۷۵۲۵ .8 ,۲12 
(اطاعناط م6 وطلهعوه 0 عصمهاه) 


۳۲ 
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شکل۹- توالی‌یابی دوطرفه رفت و برگشت ژن ۳1۴-10 از واربته ۷166507 (حساس به برق‌زدگی) 
۲ ۱۷۲507 ۰0 00۷۵۵0 مصمع ۳۱۸۰10 ۵ و6 ۲۵۷۵۲۵۵ 2۳00 ۲0۲۳۱۷۵۲۵ 9۰ ,۲1۵ 
(6ظعنا0 ۵0۲)۵عو۸ م6 عاهاتاوی‌کنع) 


به‌دست آوردن توالی توافقی برای ژن ۳1۵-10 

پس از بررسی توالی نمونه‌ها با یکدیگر یک توالی توافقی 
به‌دست آمد. این توالی در نرم‌افزار۹60[۷]20 با توالی رفرنس 
مقایسه شد. در این مقایسه مشخص شد که تفاوت‌های مشاهده 
شده در آزمون قبلی ناشی از خطای توالی‌یابی بوده است و لذا 
بررسی‌ها عدم وجود تفاوت بین اين توالی توافقی. توالی ژنوم 


۲ 
‌ 
0 
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سا سا سد 


نج نج ند نو ند ند ند نو 
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نمچ نو ند و ند نو ند ند 
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نخود و توالی رفرنس را نشان داد. در واقع چون این مناطق در 
انتهای منطقه خوانش بوده است. به‌همین دلیل کیفیت 
توالی‌یابی در این قسمت کاهش یافته است و به‌عنوان جهعش 
درنظرگرفته نمی‌شود. نتیجه نهایی این که توالی این ژن 
درمنطقه بررسی‌شده بین ارقام مقاوم و حساس و توالی رفرنس 


بکیدان مت باقن 
) ۸ 6 ۸ ۸ 6 ۸ 1 1 6 1 6 6 1 1 فنفههفومی ( عهفمعد1 ( 

ج و ۰ ۰ 1 ۲ وه ۰ 4 ۱9۹۱۳9 
6 ۸ 6 ۸ ۸ 6 ۸ 1 1 6 1 6 6 1 1 | [(34<1245 1 ۳۵958۰ ۵142 
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6 ۸ 6 ۸ ۸ 6 ۸ 1 1 6 1 6 6 1 1 | 331249 1 ۳0958۰ 150( 
6 ۸ 6 ۸ 2 6 ۸ 1 1 6 1 6 6 1 1 |« (17<1213) 1طع. 150295 
6 ۸ 6 ۸ ۸ 6 ۸ 1 1 6 1 6 6 1 ۲ | (22<1242 1 .۳0958 522 
6 ۸ 6 ۸ ۸ 6 ۸ 1 1 6 1 6 6 1 1 |« (13<1245) 1ط. 2895_ 2528 
6 1 6 ۸ 2 6 2 1 1 6 1 6 6 1 1 > (17<428) 202۳0958۰21 
6 6۸ ۸ 62 611۸ 61 6 71 1 | [(16<1271) 2295.21 ۱20 
6 ۸ 6 ۸ ۸ 6 ۸ 1 1 6 1 6 6 1 ۴۱1 81163 1 507۳0952( 
6 ۸ 6 ۸ ۸ 6 ۸ 1 1 6 1 6 6 1 1 |7۶ 3610121 اطع ,95۲م۳_ 507 
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شکل ۱۰- مقایسه توالی ژن ۲1۸-10 ارقام مختلف نخود با توالی رفرنس نشان‌دهنده عدم وجود تفاوت بین توالی‌ها 


با توالی رفرنس می‌باشد. 
۱۵ 162460 اوعد ۳۵1۵۵6۵ ۱۸۱۵۲ ممتام۷۵۳۱ مهمر0 نجل مهن ۵ مممنمعز مصهع ۳۲۸-10 0۶ «0وزتوصرصهم 10۰ .۲12 
۰ 560۵۵۵۵ ۳۵0۲۵۵۵ 0اه ممممم 60و مها ععصم 06 ]0 


با توالی‌یابی ژنوم میزبان‌ها و بیمارگرها مشخص شد که 
نسبت زیادی از ژن‌ها برای دفاع در مقابل بیمارگرها یا ازبین 
ژن‌های مقاومت درتولید ارقام مقاوم ارزش بالایی دارد. ژن 
کدکننده پروتئین ۳-10 به‌عنوان عامل مقاومت در مقابل 
بیماری برق‌زد کی می‌تواند شناخته شود که جهت ا طمینان از 
ایجاد مقاومت توسط این پروتئین نیاز به بررسی بیان پروتئین 
در شرایط مختلف سم باشه. تحایج 0 با پرایسر ۳۹۲1-91 
حضور 36-10 را در شش رقم نخود مورد مطالعه نشان داد. 


۳۳ 


نتایج الگوی الکتروفورزی محصول ۳68 با پرایمر ۳811-91 در 
بین ارقام مقاوم» متحمل و حساس یکسان است. 

با توجه به نتایج به‌دست‌آمده می‌توان بیان کرد که در طی 
با پرایمر موردنظر در بین ارقام مقاوم. متحمل و حساس 
موفق به ردیابی ژن10->۳1 شدیم و اندازه باندها در تمام ارقام 
۵ می‌باشد که این نشان‌دهنده الگوی باندی مشابه در 
بین ارقام مختلف بوده است. با توجه به وجود این ژن در ارقام 
حساس این نتیجه حاصل می‌شود که واکنش متفاوت ارقام 
مختلف در برابر بیماری برق‌زدگی نخود می‌تواند ناشی از تفاوت 
در بیان ژن ۳15-10 باشد. پروتئین‌های10-؟1 پروتئین‌های 
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دفاعی داخل سلولی می‌باشند که ساختاری شبیه ریبونوکلثازها 
دارند. تمام پروتئین‌های ۳-10 اسیدی بوده ودر هیچ‌یک از 
که پروتئین‌های این خانواده درون‌سلولی هسنند 9 توسط 
بیمارگرها القاء می‌شوند (2002 ,۵56168780 ۷10). با توجه 
به نتایج به‌دست‌آمده می‌توان بیان کرد به علت عدم وجود تنوع 
در توالی نوکلئوتیدی این احتمال وجود دارد که در هنگام بیان 
پروتئین در شرایط وجود عامل بیماری» تفاوت بین ارقام 
مختلف نشان داده شود که این احتمال با توجه به تحقیقاتی که 
(2012 ,2۷۵7 عک 2021622061). زن۳1-10 در برنج 
به‌طور طبیعی در برگ‌ها بیان نمی‌شود و به زخم‌ها واکنش 
نشان نمی دهد اما بالقوه در سطح بالایی به‌وسیله اتیلن 9 


بیماری سوختگی غلاف برنج» بیان ژن1-10 در ارقام مقاوم 
در مقایسه با ارقام حساس به بیماری افزایش معنی‌داری نشان 
داده است (2012 ٩2۷۷۵۲1,‏ 6 202162206ظ). 

تنها ۳1۶ پروتئین شناسایی‌شده در نخود ۳1-2 می‌باشد. 
۴روز پس از تلقفیح نخود با 7۵0/6 ۸30001:1۵ فعالیت 
آنزیم او ۳ گلوکاناز مشاهده شده است ( ,۲2۲2 تک ۲۱2856116 
1 .همچنین ۲ کتیناز و ۲ بتا ۱و۲ گلوکاناز در گیاه نخود 
علیه عامل بیاماری برق‌زدگی کشف شده است (,.۵1 6 511612 
5 به‌نظر می‌رسد که پروتئین ۳1-10 در گیاهان مختلفی 
ایجاد مقاومت می کند. به‌عنوان متال در گیاه فلفل در برابر قارچ 
مولد بیماری سیاه‌تاول (2012 ,.1 2 808 در برنج در برابر 
0 ۱۷۵۱0۲۲/۱۵ ( 2001 ,.]۵ 21 ۷166266 در چغندر 
در برابر ۷۷۲۷ (2014 ,.۵1 ۶ ۷۷۷) و در سورگوم بر علیه 
قارچ فوزاریوم (2010 ,./۸ 2 61116) بیان شده است. 


4 همچنین در بررسی رقم مقاوم و حساس به عامل 


منابع 
40ص بخ مطهلصطم22ار.ظ ملل2ه۲ ,.۲ بتحطهاقاط ویک رکتا۲۱۵95۵1000 ویکلناط ربطع20220ها۲ بلط مطع0۳011220 ریک بل2طخظر 
۴۲ 1۱(۵0۱۵ رع۶ن11۳20-6-۸82110۲0 ۵۶ تاوتم .ماه ۷ ۲۱۶5۲ .عمتاوتاهاگ ساره .2016 ۱۷۲۰ ,عع۵11 


-606916ع م20 عامت لاه مه مصعع مفمممع1۵020 ۵۶ مملامم۷ماص ,2013 ۷ رله527۷ 220 ,۷۰ م02612206ظ 
00 ۲۱/۱/۹۵۵۵ ۵ ۲۱۵۵ 0۶ فعد لته وفنامصهوجممه صح مها 0۶ ممصهاولوع1 عطا طر وعصعع (کزظ) ۲۵۱260 


هي 220 ۲۵۵۵ :۴۵۴۲6 .۵09166 ۷۷ ۲۸0 موم دحاو موو‌طام]122 ۲۸۵۹/۲۸/۲ :2014 ,۲۸۵ 


۶ م2260 اقطمتامصنظ 20 آهتتتامناو :2013 ۷۰ رتاواماوه؟ له وی ملعم لو ریک مقفلهط۱۷0 بیط بوعصهصع۲ 


عم ما الااصاهزه۷ تقانامعامصظ قصح متممعمطاهم و۵ رتاو :2012 .ن1 روتهطهطه م2 ری ر522271 ریگ بتقلطت0) 
0 ۶ ما10 بصفی طا معممنصن ۵ اطعتاها ماروطهمموه 01 اجععه ماه 7۵۵۶۵۱ ۸۶6۵60۵ 0۳ 15012165 


-3 ,0-1 ۲2 انامه عطا ۵۶ ممتاهفتعهامصتهص مج مملاهع۳۳ .2001 ۷۷۰ ر2تظ 280 .بآ رعااعهعصه۲۱ 
رب ۵0۱۵1۱۵ 0۵۵) هعص0نه ۲۵۵۱۵۱-18160160 ومع اصمتع ما ممتاه‌انمصتهعه مففصهعنااع 


0 ۲۵۱2060 فعصمع ۶ قام2 م1 ,2015 بهیظ مصحتصتطفط مضه رخ مطع220 رفظ با رل2طم2عصلنه0زم]۲ 
اممماد۱ )و۱ .عفمع۲ض .موصناد ۷۵۵۵ ۸۵۵0۷۵۲۵۵۲ ۵ عمصه]ولوع۳ 18 ۲۱۵۵ ظ1 ۲۳2 مج ۲۱۸10 2200۵2۵0 
 ۳)۵9:/ ۱۵۵ 0۱110۵:00 ۳۵۵۵-۳9 00۳01-‏ بصق ۵ وعمممزم.. مها مضه «ومام۱ظ ۵۶ ووعتهوم) 


۳6۲۵۵1 .2012 .ظ.۲ مصلتهک 200 ویک بله5۳ع1 و.ظ ,ناهن رب مصلهل و.ملرتهصصناک ری بطلهژ 
ک۸۳۵) پناصهعم حطم مصعع (۳۴۶۸۱0) متعاميم 10 فوهاه ۵۱20 ولوممهعمطاهم 0عم0صت واه لقه 2 0 
۵ ,0611 )۱2 .۵9۵260 متصمعوصه طا ممصحتعاما ووعوه )مناج صتاتاهعمو ۵۲۵۵0 2110105 (با ۴2۵8666( 


ممعصهاولوع ۵۶ مماهم‌ممتومه هه مماقتهون محمتام‌ناتافومن ۵1 فهععظ .2006 ,۷۲ ب22۳17271 200 ویک مفطمصصهطای 
دنت .رواتوهنونا محتطه] ,عصتلعع۳ظ تصقاظ فصه حجمجم‌تهد او ممع‌هومن مفتصمن 9۳ م۲ .عاصقام صذ معصعع 

ل 007 ۸09 ۸۳۲۸۲۸۲09۳۸۵۸۳۸۲ ۵0۵0۳۵/۳۵۵6۵۲ ۰۰/۲۷۱۱۱۵۵۰ 0)05://۱۷۱۱۸۱۱۸ ۰ (رصه1فعظ م) بصقطلهع0وه خر 
66۵۳) 0۳016062 ظ1 ممصه)فلوع: ۵۶ هام18 :2011 98:1۰ بتطهه 20 .۷۷ ملتعل2 ۷۷ ,.نا.۷ رتهگصه22ظ0) 
ههد ۵۶ متام مهعانط .عامهتاه مصقام مه ولمعتصمده عم راومه ها آعزر۲۵ ع«واعمعع۸ افطنقعه (.ر[ 


.1 
۲6۵۲۹12۳(۰ ط1).صق1 ,عماجم ۲ رومتمورمممعظ قمع عصتصصهاظ ۵ 
:2 
۳۵۳۵1۵0(۰ ع1) ,صقعطه1 ,2012 ,21-23 و۱۷۲ .ععتاعمعن0 0۲ ووع‌تهممن صمتصم] 12۳ ,عوهعوزر[ 
.3 
۰ ۲/1160 عظ) 0۴ 
4 
1169-9۰ :(280)5 هیام وظظ .فمتما0ع۵ ۲-10 
3 
99۰ :79 0۱027ط۵۵2) ۲۳۲ مه ع0ا۱)۵0ظ 
.6 
7735-10۰ :16104 5016866 ۲1۵0۲ 
/ 
۵۲۵۰ 1 ) 1-101۰۳001 00۲0و 
8 
19-1۰ :(109)1 (۳۸۵۲۵) عتنطانت صهع:0 200 
9 
.10 
32-۰ :(7101 ۲۵562۲0۳ 
11۰ 


مالط 20و الب مضه عصتل۷1۵۱ حون ۸ :۲6۵۲۱ .2012 ,۷۲ ,موه 220 و۷ م0نته 1 بیط ب۲۱210660 یلگ بطهفوعه]۲ 
,329-4 :(50)3 20عومع لجانهاتهخ۸ ۵۴ لقصدام؟ ۷2/160۰ ۸۸۵۲2 


۳۴ 
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-000916ع م۵ ۵۵و ۵ ممترلناو: ,2013 بط بتهتصتطیط مه میصنا مارآ و۷ ب۸02601220ظ یو متفه . 


,۰ :(4902 0102۷ظ)ظ )صهاظ ۶ ماه صمتصم 1 .۵۳۷2۵6 و20۵۵ ۳6915]2966 1166 1 ۲۵16 وعصهع ۲۵۱2160 
)صقان 16062منده رم رماممصصمت مصمع ۲۳۸10 معط ۵۶ وتو لقصه وعممامعو مه عصل1120 .2017 .۸ ,وام25 
2443873(۰ .0 ۸۵۵۵591010 .122120286 ۲۳۴۵۵12۵۵ ۳0 ۵16۷۵0 .(06918 [؛ 

۶ ۳0۳۵۵۹100 .2010 ۰۷۷۰ باللعع۱ 20 ویکلیا محطمعظ با ۷۷ ,اعطهمط بیک ملقصنتع۳ رو ,عاللف۴ 
۶ ۷71/۴ 19000120108 ما 86ه0هروعع ص فمتاوعا [۶102 صباطاع ر5۵ طر 10 صاما0ع2 918-۲۵12660عم۵ع22)0۵ 
93-۰ :(11)1 ۲۵0/۵0۱02۷ )ها بهانهع۱۷۱۵۱ ۵۱۱۵۵۰ ۵۵ مه ار زعورت1۳ 

۵۷ ۸۶6061۵ ۱۵ علطم مملقوع۲ه معصعع 1۱۵1۵868 .2016 بک ,۳0۳ 200 وتا مقلصل منظ ,60 ر] 
.1333-5۰ :129 وعتاموع0 ۸۵۵1160 20 1۱۳۵۵۲۵۲۱6۵1 .16062عنط0 ظ ووعع891۷ع۲عع2 

,1۷2161106 ,.) ,3۹0۵۹6۷۷۵106 ویک ب۲۱۵950 وی ,۵006 .۷ ,رهاظ ریگ مصصعلصو ماه وهصهصت) وب بقل1۵0 وی ور[ 
0 0۳0۵1۵98 :۵۵2منه طا عمصهافلوع1 ووعتاو عتاماها 10 عمتلعع۳ظ ,2015 .1 رتعاقاه 20 .و رتلاقک .1۷ 
257-۰ :204 162) وطاح نا ,0105۵6۵06 

علعط ءفصتمامتم ۱2660م-واوممععمطاهم اصهام ۵۶ 10 «اتصع؟ 1 .2006 بکانه رطهااتا000مجصصهع۱ظ م24 ر.ژ.ل وتان 
تقنمع۱۷۵۱ لمح اهعنوم10۱و روط .عموعععه 2010416 فصه متامتها م۲ مفمممروع۲ طاً ممت)مصن؟ قصه بطمتاها ۲6۵ بععتتامناتاه 
3-۰ :(68)1 0۱0۵۷ظ)۲۵ )مه۱ظ 

200۵۵۵۱90 10 و ۵ 0۵۲20]۵012۵200 ,2001 بکا.] روعع۳۱۵0 24 رل متفه رال ,۱۷۱606۵ 
۵ ه۲۱ا۵ع۱۷۱۵۱ . .۵6و۱ع ۸۶۵ م۱۵ طاز ممتاهعگصا همتننل عمزر ما 0عم0صا ترتع عصعع 
877-60۰ :(14)07 10۲6۲۵011085 

امعصطمه ۵۶ مملووعتمه ملصمع112۵9 .2017 ۸ مصقطک صمعاه 220 .9.1 ملطهو بظ ,۳2۲2200 بیظ م۷0092 .19 
مها ۵۶ امرسانل امهعوع1 .ووع۱۵۵و ۵ م۷6 15-نعص متمععمطاهمما رام )فتهعه فصتمامتم 22002۵۵915۲01260 
2028( ۱۳۱۵ (001106) 2223-8980 ۳۳) 0792-58 :19۷۰ ,01610065 
۰ ۰ 101/610820۰ /0010. ۶0۵1186 صه] ۵۰/۲۱۷۱۱۷۱۷ 

۲اه منصمعمطاجظ۳ ,2009 .و بان مصه ویل۷ مهن میا مطقط‌تصصه هل ویک متطهااهعتاهل 
۵۵ ۲۱۵۸ ۵۶ اهمبامل .ععم71م۳ طهطوصهصص‌مک مه حصقا صحتصف جمادع۷ عطا م آهاصه مزر( 
,560-5 :23 

-کطلم0۲0 6۵91-1012000 مطاه0 ۵۴ «متا12۳۵۱6۵ ,2005 .نا رقتهعظ 220 ویک وتقتناک و.ظ.ظ مطعطل ویک مهل21 
659-۰ :89 9016868 اصعست .2ع6متد 1۳0۵0 ما مفهصهع‌نااع-3ی1- ۵ 240 معفصتات 

فتاه ماطهمموه هه معمنصه ۵ ممصهاولوع1 متاعصعع و0 ۱۵0206 مه .2016 بک رطفمطای 20 ریک متفه 
۰ ور .18 :6 ۲080۴۲عخ۸ 

مفطا صا امن متامصمع ۵۶ م0۵20116۵00] .2003 ۱۷۲ رتهعاعف۴ ت0قطهاه۳ 200 ره رتتعطفوظ و.ظ متقتطاممامط 
-۷۷۵۹[ .تمه نام هملونا [.حطاص۲ (.ععوط) زعراه۲ همع مهم ۵۶ مععمطلهم اطعتا0 ٩600071۵‏ 
۱93-4 (702 160080102۷ ۵۶ بانونه۷ ۲ مقطهو] 

ومصلا ممممنن )هفلوم ۵ ممتاهع0 10۵2 .2006 ۷۲۰ رتهواوفک تافطهله۳۲ 200 رویط بتتعطعوظ و متقتطاممامط 
29-۰ :(19)1 ۲ع۱0۱0ظ ۶ه لدم مهتصم! بصع ما مقهعوتل )طهتاها ۵)ظ00عفه عصلونهه وعمامطاهج افطلقعه 
0 .2012 ۷۲.۰ محطتک 200 .ی بکالقط وف.ظل م۷۵08 ویک یک20ظ ور بکات۲2 بانط کته ).۲ م0 
۵ 224 اصهاولوع تحعمط ممع0ع وعصعع (۳(۶۱0) 10 طلمامعج 0عهامواوممععمطاهم ۵۶ ولو همه 
37-۰ :(132)01 ۲۵)۵۱0۵۷ )۲۱۵ ۵۶ امصننتاهز صهعم0عباظ قهمم۵۵ 

متا ما 0و۸ 0۶ اممصع۷ م1 متاعصعع 0۵01 ۳۵۵۲ .2013 بر رعهامعلصه ۷ 220 و.1 مطتاصقلنه ۷۷ ر.ظ مصهته 1 
0 284 [۵۵۲۵062ظ۲۱. ,عصلوومم م2 919)60و2-م هه ها ۱۵۵2منص ها موه عاماامل مضه معصه)فلدع۲ 
1639-7۰ :(126)6 وعتا8۵ع0) 

متا )0007و مه عمصه)ولوع م11معموو ماه ۵۶ ممتامعوون م0۵۵۵ ,2003 ,۱۷۲ محصتاوظ م2 ریگ ما۲ 
۵65 ۸۵۵۱160 20 ۲8۵۵۲۵6۵1 .قرمنهه )605۵ مملعتا رم ۳۱۵1 06۵ 1۵6۵م1ط0 ظ 0186296 
1196-2۰ :(106)07 

0 ۲۷ع۱0۱0ظ مهانهمعام۱۷۱ . :فاصفاظ .ها ممصقاولوم .. عفهعوز۱ .. لقلرعامظ . .2002 .ظ . رصه‌تق1۱06۷28۵ ۲۷ 
0 0۱16086 .۸۵0۱620108 (2ع1ع0]0صطمع)10ظ 

وسل.ل ولالا .12.۷۷ یلا مرظن م۷۷2۵ وسل.۷ ,2۵02 .2.۷ معط22 .۷ بعظه۷۷ ,لا م1120 ,.۲۱.۲ مطه۲ .۷۷.۵ بدا۷۷ 
۵4-۵0060۲3۱ از ما ملع ما۷6 ۵۵۲0۵06 66۲ظ۳ 0۶ 1816010108 .2014 .۳.0 رصه۱ 200 
۰ :(11)1 اهصتا0! ۲۷۱۳۵۱۵۵۷ ۵۱۱۵۱۵۵۵۰ ۸۷6۵/۵ 1 10 طلع0۳0۲ 1612060-کاوعصمع مادم دمتهاناعهممن 
۵ 2000106 0۴ ۵]۵۲۳۵۴۵108(] .2015 بکلیظ ,۷202۷ 220 پیکل ماک 62601 ریکل.تا ملطاه1۳۱۵ ررظ ۷۵02۷ 
مق ها ۵۵1 06۵۲) هعمنطه ها فالتا ۷۱۵۱0 مه لهمنعمامصامتمع 10۲ وعتقصصتایه انازصماتعط 20 
116-۰ :(85)07 وعمممزمو هه ۵۴ اقمیدامژ مقتعصا م1 .عصمت)تجمع 809 
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۵ ۳۱۱:6۵ 0۶ اقصمل ممتصه] 
(۸۵۵۱6 8622۳-6ع13) 26-37 0۰ و2020 و1 .۱0 م1 ,۷۵01 


6 10 0۵6۵ (۳۱۸) 0ع)هاع۲-کامصمم۵ه)هن ۵ مصتممهم60: 2۳00 ۳۵2/0۵ ] 
(.س 0۳611010 6۵۵۳ 0۳0۱610۵62 10 


۰ 60۱6001/91 6 ۲۰ "ممنهاله19۲ ما2 .۷ و600۱عام6 مزا 


عم تمصع ۵ ۱8001120409 صق1 رصه نگ رصم نطو گم مام‌جرمن مم261منظ ماع بط ,برع مامصطهع)10ظ عصقاظ م1 ,۱۷۲86 .1 
ب2 9۷ ۵۶ مامت ممتاهمم0ظ تمطم۲۱ بممتامن۶۵0ظ عصهاظ ۵۶ )صمص)ته۵ع1۳ راوتعمامصطع)ماظ عصقاظ رت0ووع۲۶۵1 )صه]و1ووظ .2 
صح رصه تن 
1 ,60168668 )م۱ 10۲ تعاصعن طمهمومک راعمصط)تومعن ومصصاعوما ربرعم1مصطمعاماظ عصقاظ رع80وع۲۸۵01 )صماولوو۸ .3 
ک6 صص ۵) عمنطنامامطه چمصطفها ۵۶ تیعبت 


8 0۵6[ 19 :1666۵1۷60 
8 18 :6۵0۲60ع۸ 


101: 0226/1 4 


(۱۱۹۵۵۵0 

۲ 6 ۵۶ مور بجوم وا عمممصه موم ما10 لق1معصروه صه 18 (م 0۳2 006۵ عم 
6 1009 معط و1 )طعتاه ماطه0عفخ .قعفهععیل همعط ود هعممنص گم ۷۱۵۱0 86 عصتتصتا فتمامه؟ اصهاز0مرظ1۳ 
۶ )واه موه دعفنهه (۲۵۵۱۵۶ ۲:۱۱۵۱۱۵ ۵1160 2150) ۰۵۵۱۵ ۸۶60611۵ دتاعصبظ م1 همم امنطه ۵۲ 0186296 
00۵8 1۳296 .عصععمطاهم اصفام امعجم ما ورد عط ۵۶ مدرم عم فصتعامنم رک ۲۵۱2660 ورومممع0ظ۲۵ .هع012نده 
40 ۱۵ 0۲ 22601 0186286 0۴ 0۳۵96208 فطل ها زلمن مقمل وومعمن عتعط ناه رتصقام )وم عطا ها 060معص۵ وه 
00202466اع :عمللنامص1 فصتعامنم گ۵ ومع م۷2 2 278 ۵۲0۵)۵188/-۳۴ .(2006 یاه ۶ مط0همصصهطت)) فمملاتهمم 
ر106)مصون قح میاه فصتمامي تفه وه ۷۵ مه رومااماتطص مفممامعج روععهت0وه رعفمصلمامتم00هه روعفهصلالطه 
جع 2۷6 فصلعام۳ ک مممامع7عه »12 50 .(2012 رای ۵1 صتعل) فصتعام۳ تعتقصه ۱۱۵10 20 روصتفمعاع0 رفصتصمتط 
۷ 2 ۶-10( عظ1 بهعم)۱منط فد 10601160 عقطا متمامتوتک۳ باون فط و 2کزظ (2006 رای 6۶ تالل) 1060011160 
8 .و120 اهمزع60010۱0 ما 10۵۷۸ و1 ۱-10 ها 0مم0 هد تام لهزا0ممتصلاصج ۵ عممع0710 121160۲ .وم10)مصنا] 
هماع نمل0ج0ععو مط ما انامه متاقطصررمجه جح فقط مقله 1 ,0ععوهان 0و2 و1 فصهعنا ما 0عصه۵ع ۵ 211167 
ص عصعع 2۲-10 060601 0 0086 ۷۷28 طمت16862 128 2006(۰ ر.اه 6۶ تالنل) وعووع0و م2010 ما ۲۵1 2 ورهام 240 فاصفام ۵1 
۰ 0101016062 


۱۷۲۵۵۲۱۵۱5 6 ۵5 

مج ۷۱۵506 فعموامصمع ۷۵تالمصعو ما عصتلنامما همه ۵۶ فعمامصهع ٩1.‏ رتصمتلنومنه فنطا ظ1 
0 ۷۱0/۵0 دامع ماه 0۳۵ 20 (۱۷۲0۵۵28 مج ۷۱۵142 وعمامهصمع صماولوع ۳۵ ,(۱۷]00۵07 
تلم 240 مصلوتا 9۵۲۱11260 مها ۷۲۵۲۵ 6۵08و 1 ,۱0۵۵0 ۷۵۲۵ ]طهتاها ما طهمموه اقصتقعه ,(۱۷]00150 
ص جصن 20 ۳1) قامم م1 0ماصهان ۷۸۵۲۵ ۹6605 0عاهصتصهع م1 .ومصولل تام ماترماو مد 0عاهصتصهع مه ماززم1ط۵۵۵ ۱۲ 
۶ 0600 2 21 1 :2 :1 0۶ ماه ۵ اد اوممررممزصره۷ 20 62ج 6۵60 رعانلهج ۵۶ مماممتماصمی عناوم (تعامصصهلل 
۵ ۲۵۵0108 ۶ ,۵00 ظم1۸ عملوا وع2ع1 مگ سمل قه۳ ممتامهتاه 1۱۲۸ بطجمصظ موم تقاظ بجصم 2.5 
۵۵ ۲۲۱۱۱۵۲ مرو 06512060 ۷۵۲۵ وتمصزم ۲۳۵9۵ .قمعاو 2 ما ۵ 20 91و ۵ فصن مصتف۱۲ 0۵9 
۵ مطاوتا ٩060‏ 66000 220 1۱۲۸ متصجمجعع من تعصصتين 1 او توت فعصصمهن مه وماو فلا م1 و۱۷۵۲ 
م۵ ناصهو 1 ممتامهتاه اون 2 عصلودا 00۵0۵0 ۷۷۵۵ عصعع 06060160 1 ,ما۵0( کل اف ۵ تمصصم 
عصلو 20217260 ۷۵۲۵ فالناوع1 عملمممنا0ع9 ,0عمصما۹۵0 ۷۵۲۵ قفوم مصعع ۳-10 معط .همهم 1۵۴۸۵215۲ 
۰ 560۷2 


موی و۱۱1 ع واابادعع1 

قاصهام اصحتعاما مج )صه)ولوع ۵۶ ممتامنل00 )0مطو فطز .وافتامعصهاا له )ومصاه فهه فاصقام که ممتافطتصهی 
فص عنانهه ععفاه ممتنه10۳7 ما ۱۵۵060 ۷۵۲۱۵065 )صمتعاه) 20 )قفاوم .عه ناه ۷۵ 0القصعو صقطا وعمقظ ۲۷۲۵۵ 
6 ما 0 1350 0صدصاعامملو ۵ ۵۶ عمصوعوععج 1 .دنه 101۷۵وه۵و صقط) تعطاه: ۹۵60 )هماج عزمصظ 2۳0۵026۵0 
عط مر عصعع ۲۶-۱0۵ عطا ۵۶ ممصعوعع 6۵ 180102060 ۳۵۴ 566080 فطل ص مرها 1289 مصواع[عمزه 2 0صه ۲ )11۲9 
مصمع هصتمه ۵۲ 5600۲۵۵6۵ 1 11010068 مظ ود متفه عقط) 101621060 طمتهعوعع فقط) ۵۶ فااناوع۲ مط 1 ,ممصمصمع 0662 
۰ )۲6919 امومع ط1 محصمصهع معمامنطن ما ملم)020 ۲-10 01 


دص ۵) ما۲2 تماق مصتل‌صمومم‌صمن)* 
۳۶ 


۰ و۳۵۱ ۵۲ مرول نموه 
(۸۵۵6 622-6عع1) 26-37 0۰ و2020 و1 .۱0 م1 ,۷۵01 


«متعصلصم) 

6 204 ۲6۵19)20 عممصصع مصعع ۵2-10 ۵۶ ععممت0ا0ع 000160006 فط) صد له 0۶ 1201 عط ما 06[ 
0 مطا رتجععه 0186286 عطا ۵۶ همع( عطا طا 0مووعمه 15 صلما0۲0 عفطا معط بقط باقن ور 1 رقهب تاه 
0-0 6 و۵ 60و1۵ عطع810و۵ع ع1ماهمموهع1 قصصععو فنط 1 ,ممطه ود معتامزه۷ اممنم0 ما ممعاعه عمصعنع0111 
صرح 162۷765 صا 60ووع۲مره )مه #«لمتنهه 15 م۲1 م1 مقعع ۳-10 م1 .(2012 رنته92۷ عک 02162206ظ) وعععع ۲166 
05 محتصوعر مه مصماوطاه ۵۶ عممموععم مطع ها اهتاصمامم 0۵۲۵9910 طونط فقط 1 انا روتهعانا م ۲65۵0840 )0ظ وعم 
5 ]0۱۱۵0 ۲۱۵6 ۵۶ تد تاه ماطتاممعوناه فصح مصقاولفعی: مطا عصلامتاله7ه م1 رموله .(2014 رات ۶ ۳۱۵۱027106[20) 
ویو طز هرمن 10۲۵2860 رااصهمزنصوزه مه مه لته )مولعم ما مملوعع۵۵۲ 2626 10 ,018629 
۵06٩5277 1 26‏ و2 فامم۵مر6 2001010821 قطا فصصیمعو 16 ,(2012 رتتهه 92 20 ط202162206ظ) فهب تاه 
1 مظع۵ ۵۲-10 0۶ مملووعه جوم مت همع 


عصمع 2۸-10 رقصتعامن (خز) 1612060 وروع۵۵۵6ظ)۲۵ وم ۵۳۵1۵۸ 2۸۵۵۳ تاه ما 0و۸ 1۵۷۲۱۲۵0۸0۵۵۰ 


۳۷ 


